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RESUMEN 
 
La enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma cruzi es endémica en 21 países de 
Sudamérica incluyendo Perú y es considerada un problema de salud pública en países en 
vías de desarrollo ya que existe alta prevalencia en áreas rurales. Con el fin de disponer de 
una prueba sencilla y económica que pueda ser aplicable en estas zonas, se realizó la 
estandarización y comparación de la prueba de aglutinación con partículas de látex 
utilizando dos tipos de antígeno, el homogeneizado total de epimastigotes (HTE) obtenido 
por amplificación del parásito en medio Liver infusion tryptose (LIT) y el antígeno de 
excreción-secreción (TESA) obtenido de la infección de una monocapa de células vero con 
tripomastigotes de T. cruzi. La sensibilidad y especificidad se determinaron mediante un 
panel conformado por 50 sueros positivos y 50 sueros negativos a la enfermedad de 
Chagas. Los resultados mostraron que la mayor sensibilidad y especificidad se obtuvo 
empleando el antígeno TESA, con valores de 100% y 96% respectivamente; en cambio, 
usando el antígeno HTE, la sensibilidad fue 76% y la especificidad fue 84%. 
Adicionalmente, el índice de concordancia con las pruebas de referencia (ELISA, IFI e IB) 
fue óptima (0.96) para el antígeno TESA mientras que para el HTE fue regular (0.6). En 
conclusión, la aglutinación de látex con antígeno TESA es un método altamente sensible y 
específico, podría ser usado en campo para el tamizaje de la infección por T. cruzi, pues es 
sencilla y no requiere alta tecnología para su realización. 
 
Palabras clave: Trypanosoma cruzi, TESA, partículas de látex, prueba de aglutinación. 
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ABSTRACT 
 
Chagas disease caused by Trypanosoma cruzi is endemic in 21 countries in South America, 
including Peru, and is a public health problem in developing countries, since there is a high 
prevalence in rural areas. In order to have a simple and economical test that could be 
applicable in these areas, the standardization and comparison of the agglutination test with 
latex particles using two types of antigen, the total homogenate of epimastigotes (HTE) 
obtained by Parasite amplification in the middle Liver infusion tryptose (LIT) and the 
excretion-secretion antigen (TESA) obtained from the infection of a Vero cell monolayer 
with trypomastigotes of T. cruzi. Sensitivity and specificity were determined by a panel 
consisting of 50 positive sera and 50 negative sera to Chagas disease. The results showed 
that the highest sensitivity and specificity was obtained using the TESA antigen, with 
values of 100% and 96% respectively; however, using the HTE antigen, the sensitivity was 
76% and the specificity was 84%. In addition, the concordance index with the reference 
tests (ELISA, IFI and IB) was optimal (0.96) for the TESA antigen while for the HTE it 
was regular (0.6). In conclusion, latex agglutination with TESA antigen is a highly 
sensitive and specific method, it could be used in the field for the screening of T. cruzi 
infection, so it is a simple process and does not require high technology to its realization. 
 
 
 
 
Key words: Trypanosoma cruzi, TESA, latex particles, agglutination test. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el protozoario 
flagelado Tripanosoma cruzi y transmitido principalmente por el contacto de las heces 
infectadas de insectos triatomíneos que afecta a 21 países de Sudamérica de forma 
endémica desde México hasta Argentina (Monteagudo et al., 2013); sin embargo, existen 
reportes de casos en países de Norteamérica, Europa y Pacífico Occidental debido al 
movimiento migratorio de personas infectadas; esta enfermedad es reconocida como una 
de las 17 enfermedades tropicales desatendidas del mundo por la Organización Mundial de 
Salud (OMS, 2018). Con una incidencia anual de 28.000 casos en América, se estima que 
la enfermedad de Chagas afecta a unos seis millones de personas y provoca cada año cerca 
de 12.000 muertes (OPS, 2018). 
 
La infección desarrolla una etapa aguda que generalmente es asintomática; sin 
embargo, algunos pacientes presentan fiebre prolongada y malestar general, le sigue una 
fase indeterminada y, por último, la etapa crónica, la cual se caracteriza por permanecer 
con los parásitos ocultos y multiplicándose en forma de amastigotes; estas formas se alojan 
en las células de la musculatura cardíaca y digestiva, pudiendo causar la muerte (Riera, 
2013). 
 
La enfermedad en su etapa aguda presenta elevada parasitemia y las pruebas a 
realizar para el diagnóstico son del tipo parasitológico (Rocca et al., 2015); sin embargo, 
esta fase no suele ser detectada debido a que generalmente hay ausencia de síntomas. El 
diagnóstico de la enfermedad se basa primordialmente en ensayos serológicos (Oliveira, 
2019), los cuales se realizan durante la etapa crónica, aquí hay baja cantidad de parásitos 
en sangre o ausencia de ellos y prevalece los anticuerpos anti T. cruzi (Riera et al., 2012; 
Meyer, 2003).  
 
Entre los métodos serológicos más comunes que se utilizan se encuentra la prueba de 
hemaglutinación (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el inmunoabsorbente ligado 
a enzimas o ELISA (Silveira-Lacerda et al., 2004). Sin embargo, las pruebas no alcanzan 
100% de sensibilidad y especificidad, y no existe una prueba de oro estándar; por ello, la 
OPS recomienda el diagnóstico de enfermedad en su fase crónica mediante la positividad 
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de dos pruebas serológicas realizadas con métodos y antígenos diferentes (Molina, 
Salvador y Sánchez-Montalvá, 2016); en caso de discordancia, se recomienda una tercera 
prueba confirmatoria para ratificar el resultado (OPS, 2018). 
 
Las pruebas de detección de anticuerpos son muy sensibles, pero su especificidad 
está limitada a la calidad del antígeno, existe reactividad cruzada con infecciones a otras 
parasitosis; entre ellas, la leishmaniosis, una enfermedad con la misma distribución 
geográfica que la enfermedad de Chagas en muchas zonas de Perú (Escalante et al., 2014) 
y además presentan un gran número de resultados no concluyentes y falsos positivos, 
debido a que se suele usar antígenos obtenidos a partir de la lisis del parásito (Umezawa et 
al., 2004; García, 2011).  
 
Una forma empleada para disminuir las reacciones cruzadas es la fabricación y 
utilización de antígenos recombinantes o purificados con el fin elevar la especificidad de 
las técnicas serológicas (Martínez et al., 2013; Abras et al., 2016). Además, varios 
investigadores han utilizado un valioso antígeno de excreción-secreción de formas 
tripomastigotes (TESA) en un método conocido como Inmunoblot (IB) y es aplicado como 
una técnica de confirmación (Escalante et al., 2014); este antígeno presenta proteínas 
antigénicas de la fase aguda y crónica de la enfermedad e incluye antígenos de las formas 
amastigotes del parásito (Cabrera, 2004) 
 
Sin embargo, los métodos HAI, ELISA, IFI e IB son laboriosos y tienen un costo 
elevado, se necesita de equipos y personal especializado, lo que lleva a la imposibilidad de 
hacer uso de estas pruebas en laboratorios de primera atención y bancos de sangre en 
países con estas carencias (Meyer, 2003; Houghton et al., 2009). Como respuesta a ello se 
ha propuesto estandarizar técnicas sencillas que no requieran equipo costoso con las que se 
pueda obtener resultados en poco tiempo (Martínez et al., 2013). 
 
Una de las técnicas sencillas propuestas es la aglutinación de partículas de látex que 
ha sido utilizado con éxito en el diagnóstico de diversas enfermedades como artritis, 
leishmaniosis, toxoplasmosis, cisticercosis y neurocisticercosis (Biswas y Chandra, 2011). 
Esta técnica para la enfermedad de Chagas emplea partículas de poliestireno adsorbidas 
con extractos de T. cruzi; es una prueba rápida para fines de selección y por ello, las 
muestras que resulten seropositivas deben confirmarse con otro método (Meyer, 2003). 
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El diagnóstico de laboratorio de la enfermedad de Chagas se realiza con los métodos 
principalmente con los métodos ELISA e IFI que detectan anticuerpos específicos contra 
Trypanosoma cruzi; sin embargo, ambas requieren de reactivos importados, equipos 
especializados y personal calificado (Escalante et al., 2014; García et al., 2014), por lo que 
existe la necesidad de disponer de una prueba sencilla y rápida que conlleve un bajo costo 
para la detección de anticuerpos específicos en la rutina de laboratorio de primer nivel de 
atención del sector rural y en investigaciones de campo, donde las condiciones del 
laboratorio son básicas y no se cuenta con equipos especiales.  
 
El objetivo de este trabajo fue comparar la sensibilidad y especificidad de la prueba 
de aglutinación de látex desarrollada y estandarizada para dos antígenos diferentes, uno de 
ellos obtenido a partir de homogeneizado total de formas epimastigotes (HTE) y el otro, a 
partir de proteínas de excreción–secreción de formas tripomastigotes (TESA), ambas de 
cepas nativas del departamento de Amazonas, Perú de T. cruzi. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. Epidemiología de la enfermedad 
La enfermedad de Chagas fue descubierta en 1909 por Carlos Chagas en una 
campaña contra la malaria en el estado de Minas Gerais en Brasil (Vacca y Mercado, 
2005).  Esta enfermedad, también conocida como tripanosomiasis americana, es una 
zoonosis parasitaria causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi y es 
trasmitido al hombre y a otros mamíferos por insectos hematófagos de la subfamilia 
Triatominae (MINSA, 2006). Estos triatominos son conocidos como “chirimachas” en la 
región suroccidental del Perú y “chinches grandes” o “chinches de cama” en la región 
nororiental (Vega y Náquira, 2005). 
 
La enfermedad de Chagas es endémica en 21 países de América Latina, 
estrechamente vinculada con aspectos socioeconómico-culturales deficitarios, siendo 
reconocida por la OMS como una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas del 
mundo (Roca et al., 2015). Sin embargo, debido a los patrones de inmigración de personas 
infectadas, esta enfermedad es considerada como emergente en países no endémicos como 
Estados Unidos, Canadá, Australia, Japón, Francia, España y Suiza, principalmente 
(Carabarin et al., 2011). Se estima que en el mundo hay entre seis a siete millones de 
personas infectadas por T. cruzi (OMS, 2018).  
 
2.2. Formas de transmisión y el vector de Trypanosoma cruzi  
La forma principal de transmisión es vectorial por los insectos hematófagos del 
género Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius principalmente; el triatomino al alimentarse 
defeca cerca de la picadura. Cuando la persona se frota instintivamente pone en contacto la 
lesión con las heces infectadas y así los parásitos logran ingresar en el hospedero. Entre 
otras formas de transmisión está el consumo de alimentos contaminados con T. cruzi, 
transfusión de sangre infectada o trasplante de órganos infectados, transmisión vertical de 
la madre infectada al hijo y por accidentes de laboratorio (OMS, 2018). 
 
2.3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 
El parásito T. cruzi presenta tres formas celulares diferenciadas durante su ciclo de 
vida: tripomastigote metacíclico amastigote y epimastigote (Flores-Chávez et al., 2007). 
18 
 
Cuando el triatomino infectado se alimenta de la sangre del huésped excreta sus heces con 
parásitos, los cuales penetran a través de la herida. El hospedero adquiere los 
tripomastigotes metacíclicos que ingresan a las células para convertirse en amastigotes, los 
cuales se multiplican por fisión binaria. Dentro de la célula los amastigotes se transforman 
en tripomastigotes y salen al torrente sanguíneo a infectar otras células. El vector adquiere 
los parásitos cuando se alimenta de la sangre con tripomastigotes del huésped humano 
infectado. En el intestino medio del vector se transforman en epimastigotes y cuando pasan 
al intestino posterior se convierten en tripomastigotes metacíclicos que salen por medio de 
las heces. Las heces del vector pueden infectar a un nuevo huésped repitiéndose así el ciclo 
(García et al., 2014). 
 
 
  Figura 2.1. Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi en triatominos y en el humano.  
Fuente:http://www.mcdinternational.org/trainings/malaria/spanish/dpdx/HTML/Trypanoso
mosisAmericana. (CDC, 2004). Modificado. 
 
2.4. Manifestaciones clínicas de la enfermedad  
La enfermedad consta de una etapa inicial aguda que puede ser asintomática 
(Ferraresso et al., 2018); sin embargo, algunos pacientes pueden presentar chagoma de 
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inoculación o signo de Romaña, fiebre, mialgias, cefalea, linfadenopatía generalizada, 
edema, hepatoesplenomegalia, inflamación cardíaca y, en casos graves, meningoencefalitis 
debido a la alta cantidad de parásitos. Se estima que en esta etapa un 5-10% de los casos 
puede terminar en la muerte (Riera, 2013). A la fase aguda le sigue una fase crónica que 
presenta manifestaciones clínicas años después de la infección por T. cruzi como 
cardiomegalia, megacolon, megaesófago o hipodermitis (Oliveira et al., 2018). La OMS 
calcula que hasta un 30% de los enfermos crónicos presentan alteraciones cardiacas y hasta 
un 10% padecen alteraciones digestivas, neurológicas o combinadas; estos síntomas 
pueden aparecer entre 10 y 30 años tras la exposición (OMS, 2018).  
 
2.5. Diagnóstico 
Para el diagnóstico de la enfermedad se utiliza técnicas del tipo parasitológico, 
serológico y molecular (Berrizbeitia, 2013). Debido a que el parásito tiene varios estadios 
durante la infección del hospedero, expresan antígenos diferentes (Escalante et al., 2014; 
Cancino, 2016) y la prueba para la detección de la infección depende de la etapa clínica 
que atraviesa el paciente (García, 2011). En la fase aguda de la enfermedad las pruebas 
parasitológicas son las adecuadas para detectar la presencia del parásito en sangre debido a 
que existe formas tripomastigotes de T. cruzi circulantes (Escalante et al., 2014; Roca et 
al., 2015). Mientras que, en la fase crónica, existe baja cantidad o ausencia de parásitos 
circulantes, pero producen altos niveles de anticuerpos; por ende, las pruebas a realizar son 
del tipo inmunológicas, que buscan la detección de anticuerpos IgG anti-T. cruzi; pues, son 
indicativas de haber tenido contacto con el parásito (Brasil et al., 2010; Riera et al., 2012; 
Alviarez et al.,2014). 
 
Para el diagnóstico de la enfermedad durante la etapa aguda, cuatro meses post inicio 
de la infección, son de utilidad las pruebas parasitológicas del tipo sencillas tales como la 
microconcentración, frotis y gota gruesa; y más complicadas como xenodiagnóstico, 
hemocultivo y reacción en cadena de la polimerasa que evidencian la parasitemia 
circulante confirmando la infección (Vega y Náquira, 2005).  
 
La microconcentración se basa en recoger sangre en tubos capilares con heparina, 
luego se centrifuga y se examinan los capilares bajo el microscopio a 400 aumentos; en la 
interfase entre los hematíes y el plasma se halla la capa leucocitaria en la que se puede 
visualizar formas tripomastigotes del parásito (Riera, 2013). La técnica de frotis y gota 
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gruesa se realiza en una lámina portaobjeto y se tiñe con colorante Giemsa, que permite 
reconocer la morfología del parásito (MINSA, 2001). Sin embargo, estas pruebas con 
observación microscópica tienen desventajas ya que dependen del operador, el tiempo de 
observación y la movilidad del parásito (Bua et al., 2013). 
 
El xenodiagnóstico consiste en alimentar al insecto vector con sangre de la persona 
probablemente infectada (Tanowitz et al., 1992); esto permite que el parásito se 
multiplique de forma natural, el cual se detecta al examinar las heces del insecto a partir de 
30 días postalimentación (Vega y Náquira, 2005). En el hemocultivo se aísla y se amplifica 
el parásito cultivando sangre venosa en un tubo con medio de cultivo como Liver Infusion 
Tryptose (LIT) (Cancino, 2016), se incuba a 28-30°C y la lectura se realiza cada semana 
empleando un microscopio invertido (Cabrera, 2004); pero, estas técnicas requieren de 
mucho tiempo y se necesita gran volumen de sangre (Bua et al., 2013). 
 
Las técnicas moleculares como PCR permiten detectar fracciones del parásito en la 
sangre y hasta en tejido infectado. Primero se realiza una extracción de ADN y luego se 
amplifica una región del ADN de T. cruzi utilizando iniciadores específicos (Martínez, 
Cervantes-Landín y Espinoza, 2013). Comparado con las técnicas de microscopía, el PCR 
muestra mayor sensibilidad y especificidad en la fase aguda dando un diagnóstico 
temprano de la infección (Cabrera, 2004; Bern, 2007). Es un método recomendado para la 
detección de la forma congénita y en el seguimiento del tratamiento de la enfermedad 
(Vega y Náquira, 2005). Aunque el PCR es muy útil, su uso en laboratorios de primera 
atención y en bancos de sangre no es ideal, debido a que es un ensayo laborioso, costoso y 
no es conveniente para procesar gran número de muestras (Berrizbeitia, 2013). Además, en 
pacientes crónicos la prueba es limitada ya que presenta resultados variantes (Bern, 2007). 
 
Durante la fase crónica de la enfermedad la Organización Panamericana de la Salud 
recomienda utilizar para el diagnóstico la combinación de dos pruebas serológicas, pues no 
existe una prueba serológica “gold standard” que se use como referencia (OPS, 2018). 
Entre las pruebas más conocidas tenemos el inmunoensayo enzimático (ELISA), 
inmunoflorescencia indirecta (IFI) y hemaglutinación indirecta (HAI); sin embargo, 
también existen otras técnicas que no son de uso corriente, como el ELISA blot o 
Inmunoblot (IB), la aglutinación de partículas de látex, entre otros (García, 2011). Las dos 
pruebas a utilizar según la OPS deben estar basadas en antígenos diferentes que detecten 
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anticuerpos anti T. cruzi y que, además, sugiere que se debe aplicar una tercera si los 
resultados son discordantes entre las mismas, para lograr un diagnóstico definitivo (OPS, 
208). En Perú, para la detección de anticuerpos se emplea ELISA, que es altamente 
sensible para el tamizaje, y la prueba de IFI, que tiene una elevada especificidad (Escalante 
et al., 2014). 
 
La prueba ELISA se basa en una placa de poliestireno sensibilizada con antígeno de 
T. cruzi donde los anticuerpos específicos presentes en el suero se unen al antígeno que se 
encuentran en el fondo de la placa (MINSAL, 2010). Luego, es unido a anticuerpos anti-
inmunoglobulina (IgG) humana conjugados con peroxidasa, posteriormente se le agrega un 
sustrato enzimático para finalmente obtener un producto coloreado soluble cuantificable 
mediante un lector de ELISA (García, 2011).  
 
Por otra parte, la técnica de IFI consiste en la detección de anticuerpos que se unen a 
estructuras antigénicas de T. cruzi, generalmente formas epimastigotes, éstos se fijan en 
una lámina y al procesar la técnica empleando el suero se forma un complejo Ag-Ac con 
anti-IgG humana marcados con isotiocianato de fluoresceína y luego es observado en un 
microscopio de luz ultravioleta, una reacción positiva muestra la superficie del parásito o 
los bordes con fluorescencia de color verde manzana (Meyer, 2003; Vega y Náquira, 2005; 
Sanabria, 2015).  
 
La HAI es la reacción de aglutinación que emplea glóbulos rojos de carnero, como 
soporte antigénico. Los glóbulos rojos son previamente tratados con ácido tánico para la 
sensibilización con el extracto antigénico de T. cruzi, al enfrentarlo con el suero que tiene 
los anticuerpos específicos contra el parásito, se observa como resultado en muestras 
positivas, una malla de bordes irregulares; y en muestras negativas, una sedimentación en 
forma de botón (Vega y Náquira, 2005; MINSAL, 2010).  
 
Como prueba para la confirmación de la infección se sugiere la técnica de 
Inmunoblot (Riera, 2013; Escalante et al. 2015; Molina et al., 2016). Este método emplea 
antígenos de excreción-secreción de formas tripomastigotes de T. cruzi (TESA) (Flores-
Chávez et al., 2007). El antígeno TESA es separado por electroforesis para luego 
transferirlo a una membrana de nitrocelulosa; a partir de ahí se enfrenta con el suero y se le 
agrega un conjugado para detectar la presencia de anticuerpos. Cuando la reacción es 
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positiva se observan bandas de precipitación en tiras de la membrana sensibilizada 
(MINSAL, 2010). 
 
Uno de los métodos alternativos es la aglutinación de partículas de látex (APL) que 
ha sido usada para el diagnóstico de distintas enfermedades; esta técnica puede reconocer 
anticuerpos específicos contra virus, bacterias y parásitos incluyendo la infección por T. 
cruzi (Rocha et al., 2002; Foti et al., 2009). Consiste en sensibilizar partículas de 
poliestireno con antígeno del parásito y luego se enfrenta con la muestra del paciente; si 
hubiera anticuerpos específicos al parásito se producirá una agrupación de las partículas 
que a simple vista se conoce como aglutinación (Rocha et al., 2002) (Anexo 1). 
 
El uso de APL tiene ventajas tales como utilizar un pequeño volumen de muestra, 
obtener resultados en tan sólo cinco minutos, sencillo de realizar y no requerir de equipos 
de alta tecnología, además de que puede usarse en campo porque es capaz de detectar la 
aglutinación de las partículas sin la ayuda de equipos de laboratorio (García et al., 2014). 
 
Uno de los factores que afecta la sensibilidad y especificidad de las pruebas es el tipo 
de antígeno que se utiliza en el ensayo; por ejemplo, algunas emplean parásito completo; 
otras, una mezcla compleja de los componentes extraídos de diferentes estadios y otras, 
solamente una fracción proteica del parásito. Asimismo, es importante realizar el 
diagnóstico de la infección utilizando cepas autóctonas o nativas del parásito (Matta et al., 
1999). En busca de mejorar la sensibilidad y la especificidad de las pruebas se han 
producido antígenos recombinantes, péptidos sintéticos, antígeno TESA, entre otros 
(Cabrera, 2004). 
 
El antígeno más usado para el diagnóstico serológico es el homogeneizado total de 
parásitos de formas epimastigotes (HTE) que se obtiene a partir de cultivo de T. cruzi. Este 
tipo de antígeno se ha usado tradicionalmente por ser de alto rendimiento y por su fácil 
obtención (Guhl et al., 2002). La desventaja de usar este tipo de antígeno es que no es 
posible discriminar entre antígenos específicos de T. cruzi y antígenos específicos de 
Leishmania sp, y puede llevar a la obtención de falsos positivos (Cabrera, 2014). 
 
El antígeno TESA es muy valioso para la confirmación de la enfermedad de Chagas; 
el elevado desempeño de esos antígenos en términos de sensibilidad y especificidad en los 
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ensayos de Inmunoblot se debe a que los tripomastigotes de T. cruzi son las formas que se 
encuentran en el torrente sanguíneo de los individuos infectados y generan respuesta 
inmunitaria más específica (Berrizbeitia, 2013). A esto se añade la presencia de proteínas 
de la fase crónica caracterizada por una banda antigénica de 150-160 kDa (Cabrera, 2004; 
De Pablos, 2010), varios componentes antigénicos de la etapa aguda denominado “shed 
acute phase antigen” (SAPA) de 130-200 kDa que se visualizan en la prueba de 
Inmunoblot después de una separación de proteínas por electroforesis y transferidas a papel 
de nitrocelulosa, y la presencia de proteínas de la forma amastigote del parásito (Umezawa 
et al., 1996; Cabrera, 2004). 
 
2.6. Antecedentes  
La enfermedad de Chagas es endémica en la región suroccidental del Perú que 
abarcan los departamentos de Arequipa, Moquegua, Tacna e Ica; en la región nororiental 
que comprende los departamentos de Cajamarca, Amazonas, San Martín y Loreto; y estaría 
presente en la región norte en los departamentos de La Libertad, Lambayeque, Piura y 
Tumbes (Náquira y Rufino, 2009).  
 
Entre los años 2006-2009 en la Amazonía peruana, la red de laboratorios del Instituto 
Nacional de Salud (INS) y el sistema de vigilancia, han detectado casos agudos en áreas 
nuevas investigadas (Náquira y Rufino, 2009). Entre 2014–2018 un total de 314 de casos 
de la enfermedad fueron reportados para la enfermedad de Chagas en el Perú, de los cuáles 
sólo en el año 2018 se obtuvo 43 casos crónicos de la infección, concentrados 
principalmente en los departamentos de Arequipa, Loreto, San Martín, Ayacucho, 
Cajamarca, Ucayali, Amazonas (Anexo 2) (MINSA, 2019) diagnosticados con las pruebas 
serológicas ELISA, IFI e IB. 
 
Se han realizado varios estudios para evaluar y validar la prueba de aglutinación de 
partículas de látex utilizando diferentes tipos de antígenos para el diagnóstico de la 
enfermedad de Chagas. En Argentina, en el año 1980 se desarrolló una prueba de 
aglutinación de látex, con una sensibilidad de 97.3% y una especificidad de 95%, tomando 
como referencia las pruebas IFI, HAI y FC; además, en la fase aguda de la enfermedad la 
técnica fue positiva en el 71.9% de los casos, mientras que la prueba IFI detectó el 84.3% 
de los casos (Meyer, 2003). 
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En Brasil se determinaron anticuerpos en pacientes con la enfermedad de Chagas 
aguda o crónica, empleándose muestras de pacientes con leishmaniasis e individuos sanos 
como controles de especificidad. La prueba de aglutinación tuvo una sensibilidad de 100%; 
sin embargo, se observó una reacción cruzada con anticuerpos anti-leishmania en 23% 
(Schattschneider et al., 1992). En Guatemala se desarrolló un reactivo de aglutinación 
empleando tripomastigotes; se utilizó como referencia la prueba de IFI y se obtuvo una 
sensibilidad de 98% y una especificidad de 86% (Matta et al., 1999). 
 
En 2009, en Brasil, se evaluó una nueva plataforma de ensayo multiplex a base de 
microesferas para detectar la infección por Trypanosoma cruzi utilizando los antígenos 
recombinantes CRA (antígeno citoplasmático repetitivo), FRA (antígeno flagelar 
repetitivo), fusión CRAFRA y lisado de parásitos. Los resultados que se obtuvieron, 
utilizando un panel de 10 sueros positivos y 10 negativos, fue que la proteína recombinante 
CRA presentó una sensibilidad de 55%, en contraste con el 100% de especificidad y 
sensibilidad de FRA, CRAFRA y T. cruzi lisado (Foti et al., 2009). 
 
En Argentina, en el 2011 se crearon distintos tipos de partículas de látex 
sensibilizadas con diferentes proteínas antigénicas de T. cruzi para obtener un reactivo de 
inmunodiagnóstico que detecte la enfermedad de Chagas. Se llegó a la conclusión que las 
partículas producidas con funcionalidad carboxilo son más eficientes para discriminar entre 
sueros positivos y negativos que las partículas con funcionalidad acetal y las no 
funcionalizadas. En cuanto al antígeno, cuando se emplean partículas sensibilizadas el 
homogeneizado de epimastigotes de T. cruzi se llegó a una sensibilidad de 86.7% y una 
especificidad de 33.3%, mientras que con las proteínas recombinantes (FRA+SAPA) se 
observó una sensibilidad de 77.8% y especificidad de 88% (García, 2011). 
 
En 2014, en Argentina, se evaluó diferentes antígenos mediante la prueba de 
aglutinación de látex. Los resultados mostraron que los ensayos realizados con el complejo 
de látex carboxilado C2-CP2 (dos proteínas quiméricas recombinantes de T. cruzi) 
presentaron una alta capacidad para discriminar entre los sueros positivos y negativos, 
siendo la sensibilidad de 92.3% y la especificidad de 84.0%. Mientras que, el 
homogeneizado total de parásitos resultó tener menor sensibilidad (86.7%) y menor 
especificidad (33.3%) debido principalmente a los péptidos de reacción cruzada entre T. 
cruzi y Leishmania spp (García et al., 2014).  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1. PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL ANTÍGENO. 
 
3.1.1. Descripción de la cepa del antígeno 
El antígeno homogenizado total de formas epimastigotes de T. cruzi (HTE) y el 
antígeno de excreción-secreción de formas tripomastigotes de T. cruzi (TESA), fue 
preparado con la cepa Tc 285, proveniente de insecto vector de la especie 
Panstrongylus herreri procedente del distrito de Aramango – Amazonas, Perú. Esta 
cepa fue obtenida del banco de cultivo de cepas del Laboratorio de Referencia 
Nacional de la Enfermedad de Chagas del Instituto Nacional de Salud, Lima. 
 
3.1.2. Obtención de antígeno de epimastigotes 
3.1.2.1. Amplificación de formas epimastigotes  
Se utilizó el medio de cultivo LIT (Liver infusion tryptose) para la 
amplificación de epimastigotes de T. cruzi descrito por Morel (1984) (Anexo 3). 
Para la siembra inicial se evaluó la cepa a utilizar y consistió en observar con el 
microscopio invertido; la buena movilidad, forma del parásito y sin 
contaminación. 
 
Con la finalidad de conseguir un cultivo joven de parásitos, se realizó un 
total de 4 repiques cada uno de ellos en un espacio de 4 días manteniendo la 
dilución de 1/4. A partir del último, se empezó a amplificar en frascos más 
grandes; obteniendo así, aproximadamente 200 ml de cultivo de epimastigotes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Figura 3.1. Amplificación de formas epimastigotes de T. cruzi 
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3.1.2.2. Extracción del Homogeneizado Total de parásitos (HTP) 
Se procedió de la siguiente manera con el cultivo de parásitos, obtenida por 
amplificación: 
1. Se dispensó 50 ml de cultivo por cada tubo de centrífuga. 
2. Se centrifugó a 3 500 rpm durante 10 minutos a 4°C en centrífuga refrigerada. 
3. Se eliminó el sobrenadante cuidadosamente empleando una micropipeta. 
4. Se procedió a lavar resuspendiendo el pellet de parásitos en solución estéril de 
cloruro de sodio al 0,9% (p/v) hasta enrazar los 50 ml de la capacidad del tubo. 
5. Se volvió a centrifugar a 3 500 rpm por 10 minutos. 
6. Se repitió los pasos 3, 4, 5; hasta conseguir 3 lavados de los parásitos. 
7. Después de haber terminado con los lavados, el pellet se resuspendió en Buffer 
Fosfato Salino (PBS) pH 7.4, 0.001 M (Anexo 4). 
8. El volumen total (5 ml) se llevó a un sonicador digital y se sometió a 4 ciclos 
de 1 minuto, con 1 minuto de reposo entre ciclo, a una intensidad de 23 kHz, 
esto con el fin de lisar el parásito y exponer sus proteínas. 
9. Luego de la sonicación, se centrifugó a 10 000 rpm durante 15 minutos a 4°C, 
para finalmente conservar el sobrenadante (antígeno). 
10. El antígeno resultante, se alicuotó en tubos de centrífuga de polipropileno de 
1.5 ml y se conservó a -20 °C (±2) en una congeladora hasta su uso. 
 
 
Figura 3.2. Procedimiento para la obtención del antígeno HTE 
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3.1.3. Obtención de antígeno excretado-secretado de formas tripomastigotes 
(TESA) 
Este antígeno fue preparado y proporcionado por el Laboratorio de 
Referencia Nacional de Chagas, está constituido por proteínas de excreción-
secreción de formas tripomastigotes de T. cruzi (TESA). 
 
En resumen, el procedimiento para su obtención fue el siguiente: a partir de 
un cultivo viejo de epimastigotes de T. cruzi (15 días) en el cual ya existen formas 
tripomastigotes, se infectó a una cantidad 5x10
6
 tripomastigotes/ml/25cm
2
, los 
frascos con la monocapa de células vero y se incubó a 37°C con 5% de CO2 por 4 
días en medio RPMI sin suero fetal bovino y con rojo fenol. Después de esta 
incubación, la monocapa se lavó dos veces con PBS y se volvió a incubar con 
medio RPMI durante 24 horas a 37°C en 5% de CO2. Finalmente, la solución fue 
centrifugada a 3 500 rpm durante 10 minutos, filtrada con una membrana de 0.22 
µm y conservada a -20°C (±2) hasta su uso. 
 
          Figura 3.3. Procedimiento para la obtención del antígeno TESA 
 
3.1.4. Cuantificación de proteínas de antígenos 
A ambos antígenos (HTP y TESA) se les practicó un dosaje de proteínas 
utilizando el método de Bradford. Este método está basado en el cambio de color 
del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes 
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concentraciones de proteínas (Bradford, 1976). La cuantificación se realizó de la 
siguiente manera: 
1. Se empleó Albúmina de suero bovino (BSA) como muestra de proteína estándar 
a concentraciones conocidas con valores de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1 µg/ml 
para determinar la curva estándar. 
2. Se dispensó 5 µl de muestra con 250 µl de reactivo de Bradford (Sigma), 
obteniendo una dilución de 1:50.  
3. Para la lectura se empleó un espectrofotómetro a una absorbancia de 595 nm. 
4. Finalmente, se obtuvo la cantidad de proteínas presentes en el antígeno en 
µg/ml. 
 
3.1.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida – dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) 
Después de saber la concentración de proteínas de cada antígeno, se 
procedió a realizar una separación de proteínas mediante electroforesis (Anexo 5) 
descrito por Tsang en 1983 (Sánchez et al., 2010). 
 
3.1.5.1. Tratamiento de antígeno 
Se realizó diluciones de los antígenos a usar y a cada antígeno de ellos se le 
agregó la solución de tratamiento (Anexo 6) v/v. Luego, se calentó a 100°C 
durante 5 minutos empleando un termoblock. Posteriormente, se le agregó la 
solución marcadora de corrida (Anexo 7), 3 µl por cada 200 µl, se homogenizó y 
se conservó a -20°C hasta su uso. 
 
3.1.5.2. Electroforesis 
1. Se empleó el sistema de electroforesis de proteínas/vertical (Mini-Protean®, 
Biorad) para la separación de las proteínas, utilizando un conjunto de 
soluciones para cada paso (Anexo 8). 
2. Se preparó el gel de poliacrilamida de separación al 12% para el antígeno HTE 
y al 7% para el antígeno TESA. 
3. Se agregó 50 µl de persulfato de amonio (APS al 10%) y 5 µl de N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED), se homogenizó la solución sin hacer 
burbujas e inmediatamente se dispensó entre los vidrios hasta 
aproximadamente 5 cm.  
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4. Se le agregó agua destilada encima del gel en proceso de polimerización, se 
espera a que esto suceda, y luego se descartó el agua. 
5. Se preparó el gel de poliacrilamida de empaquetamiento al 4%. 
6. Se dispensó 50 µl de APS al 10% y 10 µl de N, N, N', N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED), se homogenizó la solución sin hacer 
burbujas e inmediatamente se dispensó entre los vidrios encima de la primera 
capa del gel, llenando la parte restante. Inmediatamente, se colocó el peine de 
10 pozos dentro del gel y se esperó la polimerización. 
7. El gel se sumergió en Buffer de corrida dentro de la cámara de electroforesis, y 
se sacó con cuidado el peine. 
8. En uno de los pozos se agregó 5 ml de marcador de peso molecular pre-teñido 
High Range de 70-300 kDa para TESA y Broad Range 25-260 kDa para HTE 
(Thermo Scientific™). 
9. En otro pozo se agregó 20 µl de antígeno tratado con diferentes diluciones, uno 
en cada pozo.  
10. Finalmente, se procedió a la corrida electroforética, el voltaje en un primer 
momento fue 80 voltios durante 10 minutos, seguido del segundo momento a 
160 voltios durante 45 minutos. 
 
3.1.6. Tinción de plata en geles de Poliacrilamida 
Para observar el perfil proteico de cada antígeno se procedió a teñir el gel de 
poliacrilamida mediante el método de tinción de plata. Este método permite la 
tinción de proteínas en geles de poliacrilamida, tiene una detección de 
concentraciones pequeñas que varía entre 2 a 5 ng (Carrillo et al., 2013). Se tiñó 
el gel empelando distintas soluciones (Anexo 9) y se realizó de la siguiente 
manera: 
 
1. Se colocó el gel en la solución de fijación por mínimo 45 minutos y máximo 
hasta el día siguiente después del tiempo mencionado se decantó la solución. 
2. Se lavó dos veces durante 10 minutos con etanol al 20% y luego dos veces con 
agua milli Q durante 10 minutos. 
3. Durante el último lavado se disolvió 0.02 g de tiosulfato de sodio 
pentahidratado en 100 ml de agua milli Q, finalizado el último lavado se colocó 
el gel en esta solución por sólo un minuto y se sacó. 
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4. Se lavó dos veces durante un minuto con agua milli Q. 
5. Se procedió a dispensar la solución de coloración y se incubó durante 30 
minutos, después del tiempo se eliminó la solución. 
6. Se lavó el gel con agua milli Q dos veces durante dos minutos. 
7. Luego se agregó la solución de revelado hasta la aparición de las bandas 
proteicas y se dispensó la solución de parada. 
8. Finalmente, se observó el gel en luz blanca para la mejor visualización de las 
bandas proteicas del antígeno. 
 
3.2. PREPARACIÓN Y ESTANDARIZACIÓN DE LOS REACTIVOS PARA 
PRUEBA DE AGLUTINACIÓN CON PARTÍCULAS DE LÁTEX. 
3.2.1. Partículas de látex 
Se trabajó con la suspensión de partículas de látex x 15 ml (Thermo 
Scientific ™) compuesta de poliestireno de diámetro 0,22 µm con una densidad 
de 1,05 g / cm
3
 y una concentración del 10%. Además, contiene una pequeña 
cantidad de surfactante para inhibir la aglomeración y promover la estabilidad 
(Thermo Fisher Scientific, 2016). 
 
3.2.2. Estandarización y preparación de los reactivos para la prueba de 
aglutinación 
3.2.2.1. Estandarización de la prueba 
Se realizaron ensayos para determinar las condiciones óptimas para el 
ligado de cada uno de los antígenos en evaluación a las partículas de látex como:  
concentración de proteínas y volumen del antígeno, tiempo y temperatura de 
incubación, diferentes buffers – pH y distintas soluciones de bloqueo.  
 
Para estandarizar la preparación de los reactivos y el procedimiento en sí de 
la prueba de aglutinación se utilizaron dos sueros controles positivos (reactividad 
alta y baja) y dos sueros controles negativos a la enfermedad de Chagas, 
caracterizados como tales por los métodos ELISA, IFI e IB, y un blanco de 
reactivos (Cuadro 3.1). Se tomó como una reacción positiva a la enfermedad si se 
evidencia la formación de grumos de partículas unidas al antígeno como reacción 
a los anticuerpos específicos de T. cruzi (aglutinación) y una reacción negativa, si 
no se observó ningún cambio en la mezcla del reactivo con el suero. 
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Cuadro 3.1. Descripción de los sueros controles positivo, negativo y blanco de 
reactivos utilizados en la prueba de aglutinación de látex. 
CONTROL Características 
Positivo 
Confirmado por ELISA en tres Kits comerciales diferentes (Test 
ELISA Chagas III del Grupo Bios, Bioelisa Chagas de Biokit y 
Chagatest ELISA recombinante v.3.0 de Wiener Lab), IFI e IB, y  
la información requerida en la ficha epidemiológica. 
Negativo 
Confirmado por ELISA mediante tres Kits comerciales 
diferentes (Test ELISA Chagas III del Grupo Bios, Bioelisa 
Chagas de Biokit y Chagatest ELISA recombinante v.3.0 de 
Wiener Lab), IFI e IB, y sin antecedentes epidemiológicos. 
Blanco Reemplazo del suero por Buffer PBS 
 
El procedimiento de la preparación del reactivo estandarizado que se 
desarrolló fue diferente para cada tipo de antígeno a evaluar, el cual se detalla a 
continuación. 
 
3.2.2.2. Preparación del reactivo de aglutinación con el antígeno HTE (PL-
HTE) 
1. Para 3 ml de reactivo de aglutinación se mezcló 3 ml de PBS con 600 µl de la 
dilución 1/8 de partículas (diluidas en PBS). 
2. Para sensibilizar las partículas con el antígeno se agregó 1 ml de HTE con una 
concentración de proteínas de 1 µg/µl y se homogenizó empleando un agitador 
vórtex. 
3. Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente (24°C ± 2) y luego 24 
horas a 4°C. 
4. Después de la incubación, se centrifugó a 7500 rpm durante 10 min a 4°C y se 
eliminó el sobrenadante. 
5. Se agregó al pellet obtenido de partículas ligadas a la proteína, la solución de 
bloqueo BSA/PBS 1 mg/ml y se incubó durante 30 minutos a temperatura 
ambiente (24°C). 
6. Se centrifugó a 7500 rpm durante 10 minutos y se eliminó el sobrenadante. 
7. Finalmente, se resuspendió en 3 ml de PBS (PL-HTE). 
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3.2.2.3. Preparación del reactivo de aglutinación con el antígeno TESA (PL-
TESA) 
1. Para 3 ml de reactivo de aglutinación se mezcló 15 ml de PBS con 600 µl de la 
dilución 1/4 de partículas (diluidas en PBS). 
2. Luego se agregó 12 ml de antígeno TESA con una concentración de proteínas 
de 0.070 µg/µl y se homogenizó. 
3. Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente (24°C ± 2) y luego 24 
horas a 4°C. 
4. Después de la incubación, se centrifugó a 7500 rpm durante 10 min a 4°C y se 
eliminó el sobrenadante. 
5. Se agregó al pellet obtenido de partículas ligadas a la proteína, la solución de 
bloqueo BSA/PBS 10 mg/ml y se incubó durante 30 minutos a temperatura 
ambiente (24°C). 
6. Se centrifugó a 7500 rpm durante 10 minutos y se eliminó el sobrenadante. 
7. Finalmente, se resuspendió en 3 ml de PBS (PL-TESA). 
 
 
Figura 3.4. Preparación del reactivo de aglutinación 
 
3.2.3. Procedimiento de la prueba de aglutinación de látex 
Una vez establecido el volumen y concentración de las soluciones se 
procedió a realizar la prueba para ver la reactividad con los sueros de referencia, 
de la siguiente manera:  
1. En una tarjeta para aglutinación se colocó 20 µl de reactivo de aglutinación 
(partículas de látex sensibilizadas con el antígeno). 
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2. Luego, se agregó 20 µl del suero y se homogeniza. 
3. Se dejó actuar de 10-15 minutos con el antígeno HTE y de 3-10 minutos con 
el antígeno TESA, balanceando la tarjeta suavemente, para finalmente 
realizar la lectura. 
4. Se tomó como resultado positivo si observa aglutinación de las partículas, y 
negativo si es que no se observó ninguna reacción. 
 
3.3. EVALUACIÓN DE LA PRUEBA DE AGLUTINACIÓN 
3.3.1. Material de referencia  
Para determinar la sensibilidad y especificidad de los reactivos de 
aglutinación desarrollados, se utilizó como “gold estándar” un panel con un total 
de 100 sueros conformado por 50 sueros positivos (muestras de personas 
enfermas, compatibilidad clínica epidemiológica) y 50 sueros negativos (muestras 
de personas sanas) a la enfermedad de Chagas caracterizados y confirmados por 
los métodos ELISA, IFI e IB. Este panel fue otorgado por el Laboratorio de 
Referencia Nacional de la enfermedad de Chagas (LRNCH) del Instituto Nacional 
de Salud. Los sueros positivos y negativos del panel están confirmados por el 
método ELISA con kits comerciales (Test ELISA Chagas III del Grupo Bios, 
Bioelisa Chagas de Biokit o Chagatest ELISA recombinante v.3.0 de Wiener 
Lab), el método IFI con el protocolo del laboratorio trabajado con parásitos de 
epimastigotes y la prueba de IB el cual emplea antígeno TESA. 
 
Se trabajó en placas de aglutinación de 20 pocillos, se realizaron dos 
corridas del panel sueros en días diferentes para cada una de las pruebas 
estandarizadas con los antígenos HTE y TESA; además, en cada corrida los 
sueros a procesar estaban de forma aleatoria y sin saber su diagnóstico de 
referencia (procesar en ciego). El tiempo para realizar la lectura era de 8-15 
minutos para la prueba con el antígeno HTE y de 3-10 minutos con antígeno 
TESA.  
 
Adicionalmente se evaluaron 13 sueros con reactividad positiva para otras 
enfermedades: cuatro de leishmaniosis, tres sueros de hidatidosis, tres de 
toxoplasmosis y tres de malaria, estos sueros no están contabilizados dentro del 
panel de los 100 sueros. 
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3.4. ANÁLISIS DE DATOS 
Para determinar la concentración de proteínas de cada antígeno y la curva 
estándar se utilizó el software Gen5 versión 5.0. Los datos que resultaron de la 
prueba de aglutinación de partículas de látex con los antígenos HTE y TESA 
enfrentados al panel de sueros, se analizaron mediante una tabla de contingencia 
de 2 x 2. Para determinar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y 
negativo del ensayo, y la concordancia con los métodos de referencia (ELISA, IFI 
e IB) mediante el índice Kappa (Anexo 10) y se valoró la prueba mediante la 
escala de concordancia (Anexo 11). Se calculó y se almacenó los datos obtenidos 
en Excel 2016. 
 
3.5. ASPECTOS ÉTICOS 
Este proyecto de investigación de tesis fue evaluado y aprobado por el 
Comité Institucional de Ética en Investigación del Instituto Nacional de Salud y 
en el que se autoriza la ejecución y el uso del material biológico para este trabajo 
(Anexo 12). 
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4. RESULTADOS 
 
El cultivo obtenido de las formas epimastigotes de T. cruzi se sometió a una lisis para 
exponer las proteínas del parásito por medio de sonicación y obtener el antígeno HTE, 
mientras que el antígeno TESA fue otorgado por el Laboratorio de Chagas. Ambos 
antígenos de la cepa 285 fueron sometidos a una cuantificación de proteínas mediante la 
técnica de Bradford, teniendo como referencia una curva estándar empleando BSA (Anexo 
13) de la cual se obtuvo que el antígeno TESA presentó una concentración de proteínas de 
0.070 µg/µl y el antígeno HTE obtuvo 6.456 µg/µl de proteínas (Cuadro 4.1).  
 
Cuadro 4.1. Concentración de proteínas de los antígenos HTE y TESA 
Tipo de antígeno Concentración µg/µl 
HTE 6.456 
TESA 0.070 
 
Se realizó la tinción de plata de las proteínas para ambos antígenos después de 
realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (HTE) y al 7% (TESA) para ver 
el perfil proteico evidenciándose los pesos moleculares de las proteínas que integran el 
antígeno HTE y TESA. Las proteínas de ambos antígenos fueron separadas 
electroforéticamente en diferentes concentraciones para una mejor observación de las 
bandas proteicas para cada antígeno. 
 
Se puede visualizar en el antígeno de epimastigotes HTE bandas proteicas de peso 
molecular menores o iguales a 25 kDa hasta pesos iguales o mayores a 260 kDa (Figura 
4.1); mientras que el antígeno TESA presenta bandas entre 70 a 300 kDa (Figura 4.2).  
Además, en el TESA se incluyen proteínas de la fase aguda entre 100-220 kDa y proteínas 
antigénicas de la fase crónica de 150-160 kDa que reaccionan con los anticuerpos 
específicos para T. cruzi en la técnica de Inmunoblot evidenciadas en bandas de 
precipitación si el resultado es positivo. 
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Figura 4.1. Perfil de proteínas del antígeno HTE en gel de poliacrilamida al 
12%. De izquierda a derecha: carril 1: marcador de amplio peso molecular; 
carril 2-6: antígeno HTE en concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 
µg/µl, respectivamente. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Perfil proteico del antígeno TESA en gel de poliacrilamida al 7%. 
De izquierda a derecha: carril 1: marcador de alto peso molecular; carril 2-
4: antígeno TESA en concentraciones de 0.070, 0.035, 0.0175 µg/µl, 
respectivamente. 
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La estandarización de la prueba de aglutinación con antígenos HTE y TESA, se basó 
en la optimización de la concentración y volumen del antígeno, tiempo y temperatura de 
incubación óptima de cada componente, empleando los sueros controles. El volumen y la 
concentración de las soluciones usadas para el reactivo de aglutinación fue diferente para 
cada antígeno (Cuadro 4.2) obteniendo un volumen final de 3 ml y una concentración de 
proteínas de antígeno para el acoplamiento de 13 µg/µl (antígeno/partícula) para el 
complejo PL-HTE y de 5.6 µg/ µl (antígeno/partícula) para PL-TESA. La descripción del 
procedimiento para la preparación del reactivo se detalla en las páginas 29 y 30.  
 
Cuadro 4.2. Estandarización del reactivo de aglutinación para la prueba con 
antígeno HTE y TESA. 
 
Componentes Concentración y volumen 
 HTE TESA 
PBS pH 7.4  3 ml 15 ml 
Partículas de látex 1/8 – 600 µl 1/4 – 600 µl 
Antígeno 1µg/µl – 1 ml 0.070 µg/µl – 12 ml 
Solución bloqueo BSA/PBS 1µg/µl BSA/PBS -10µg/µl 
Volumen final 3 ml 3 ml 
Concentración 
(antígeno/partícula) 
13 µg/µl 5.6 µg/µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. Reactivo de aglutinación final para cada tipo de antígeno. 
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En la evaluación del rendimiento diagnóstico de la prueba, con el panel de sueros de 
referencia, se obtuvo que para la prueba de aglutinación utilizando antígeno HTE la 
sensibilidad fue de 76% y se obtuvo una especificidad de 84%, además se consiguió como 
Valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) con valores de 82.6 % y 77.8 %, 
respectivamente; y mediante el coeficiente Kappa se obtuvo un nivel de acuerdo regular 
con un índice de 0.6 según la escala de concordancia. 
 
Cuadro 4.3. Análisis estadístico de la prueba de aglutinación de látex con 
antígeno HTE en parámetros de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, y el 
índice Kappa. 
 TIPO DE ANTÍGENO 
Parámetros HTE 
Sensibilidad 76% 
Especificidad 84% 
Valor Predictivo Positivo 82.6% 
Valor Predictivo Negativo 77.8% 
Índice Kappa 0.6 
 
En la prueba de aglutinación de látex empleando antígeno TESA se alcanzaron 
valores de sensibilidad y especificidad de 100% y 96%, respectivamente. Asimismo, se 
obtuvo el VPP (96.2%), VPN (100%) y su índice Kappa fue de 0.96 (Cuadro 4.5) 
considerándose en la escala de concordancia como óptimo. 
 
Cuadro 4.4. Análisis estadístico de la prueba de aglutinación de látex con 
antígeno TESA en parámetros de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, y el 
coeficiente de concordancia Kappa. 
 TIPO DE ANTÍGENO 
Parámetros TESA 
Sensibilidad 100% 
Especificidad 96% 
Valor Predictivo Positivo 96.2% 
Valor Predictivo Negativo 100% 
Valor Kappa 0.96 
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Comparando los valores obtenidos del análisis de los datos (sensibilidad, 
especificidad, VPP, VPN y coeficiente Kappa de la prueba candidata para cada antígeno 
usado en este estudio (HTE y TESA), se tiene que la prueba empleando antígeno TESA 
presenta valores más altos que el antígeno HTE. 
 
Figura 4.5. Comparación de los parámetros de evaluación de la prueba de 
aglutinación de partículas de látex con ambos antígenos (HTE y TESA). 
 
Se procesaron también los 13 sueros positivos a otras enfermedades como 
leishmaniosis, toxoplasmosis, hidatidosis y malaria. Del grupo de 13 sueros con otras 
enfermedades (no incluidos dentro del panel) con el antígeno HTE, cuatro de ellos 
presentaron reacción cruzada; es decir, dieron positivo a la enfermedad de Chagas (dos 
sueros de leishmaniosis, uno de malaria y uno de hidatidosis). Por otro lado, la prueba con 
el antígeno TESA tuvo reacción cruzada con un suero diagnosticado con leihsmaniosis 
(Anexo 18) 
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5. DISCUSIÓN 
 
La aglutinación de partículas de látex ha sido usada para el diagnóstico de distintas 
enfermedades ocasionadas por virus, bacterias y parásitos (Rocha et al., 2002; Foti et al., 
2009). Se ha evidenciado el buen rendimiento en términos de sensibilidad y especificidad 
de la prueba para el diagnóstico de cisticercosis y equinococosis quística (Miranda et al., 
2014), incluso ha sido posible desarrollar y evaluar la prueba para detectar la enfermedad 
de Chagas utilizando diversos tipos de antígenos como el lisado del parásito y antígenos 
recombinantes, donde éstos últimos han mostrado alta sensibilidad y especificidad (Matta 
et al., 1999; Meyer, 2003; García, 2011; García et al., 2014). En el presente estudio 
también se ha logrado el desarrollo y la evaluación del test de aglutinación de látex 
acoplando las partículas al antígeno del lisado de epimastigotes HTE; y el antígeno TESA, 
empleado como antígeno para la prueba de confirmación de la enfermedad por 
Inmunoblot. Al comparar los resultados se demostró que la prueba con TESA fue 
altamente sensible y específica; reflejando el buen rendimiento de la técnica. 
 
Para determinar el éxito de la prueba se tuvo en cuenta la optimización del tiempo, 
temperatura, pH, concentración de antígeno-anticuerpo y calidad de los reactivos, ya que 
son parámetros claves que afectan la respuesta del inmunoensayo (Andreotti et al., 2003). 
El procedimiento y el desarrollo de la prueba de aglutinación con ambos antígenos, se 
optimizó utilizando reactivos sencillos y de fácil obtención, siendo entre tres hasta quince 
minutos el tiempo consumido para obtener un resultado. Existen estudios de aglutinación 
de látex utilizando antígeno HTE en los cuales determinaron que el buffer acetato pH 5 es 
el más adecuado para la sensibilización de las partículas de látex (García, 2011) y otros, el 
buffer borato con pH 8 (García et al., 2014); pero, en este trabajo se ha demostrado que el 
Buffer PBS pH 7.4 es también adecuado para los ensayos de aglutinación tanto para el 
antígeno HTE y TESA.  
 
En la reacción antígeno-anticuerpo (Ag-Ac) en la prueba de aglutinación existe un 
rango de concentración apropiada en el cual los complejos inmunes se hacen visibles; por 
ello, cuando se agregan concentraciones crecientes de antígeno a una cantidad fija de suero 
conteniendo anticuerpos específicos, la cantidad de complejos Ag-Ac aumenta hasta 
alcanzar un máximo, luego del cual declina (Anexo 14). (García, 2011). Aquello se 
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evidenció en el proceso de optimización de la prueba; pues, al aumentar o disminuir la 
cantidad de proteína del antígeno a las partículas, el suero control positivo no presentaba 
reacción de aglutinación; así, se encontró que la concentración adecuada para el antígeno 
HTE fue de 1µg/µl. Para el TESA, con una concentración de 0.07 µg/µl, se requirió de 
ajustar las soluciones que componen el reactivo de aglutinación, sobretodo cantidad de 
buffer y volumen del antígeno. 
 
La sensibilización de las partículas de látex con el antígeno en este trabajo fue por 
adsorción física, siendo considerada la forma más sencilla y económica en comparación 
cuando se hace mediante adsorción química, ya que solo necesita una incubación para unir 
el antígeno a la partícula. Esta unión podría darse por interacciones no específicas como 
electrostáticas, fuerzas de Van der Walls y puentes de hidrógeno; una vez establecida la 
unión de partículas con las proteínas del antígeno, las partículas se relajan para optimizar la 
reacción antígeno-superficie de la partícula y aumentar el área de contacto (García, 2011).  
 
Sin embargo, después de la sensibilización con el antígeno, en la superficie de las 
partículas se pueden encontrar espacios libres y pueden generar reacciones inespecíficas 
generando falsos positivos (García, 2011), esto sucedió al estandarizar la prueba para cada 
antígeno, pues el control negativo presentaba aglutinación baja; por ello, se le agregó una 
solución de bloqueo (BSA/PBS) lo cual resultó beneficioso para llegar a la optimización de 
la prueba.  
 
Con el uso de las soluciones de bloqueo se reduce las interferencias no deseadas en la 
prueba. La función de éstas es la de unirse a los espacios no ocupados por las proteínas del 
antígeno; con ello, los anticuerpos que se encuentran en el suero tiene mayor posibilidad de 
unirse específicamente al antígeno; además, evita las uniones inespecíficas a la superficie 
de la partícula. Adicionalmente, el agente de bloqueo no debe eclipsar a la proteína unida a 
la partícula (García, 2011); por eso se tuvo que manipular la concentración de la solución 
bloqueante; para el complejo TL-HTE, con mayor cantidad de proteínas de antígeno por 
partícula (13 µg/µl), se optimizó la concentración del BSA/PBS a 1 µg/µl mientras que 
para el reactivo PL-TESA, con menor concentración de proteínas por partícula (5.6 µg/µl), 
se usó la solución de bloqueo a 10 µg/µl, ya que este antígeno podría presentar mayor 
superficie libre en la partícula, fenómeno que se evidenció en la estandarización del 
reactivo; pues, al disminuir la concentración el control negativo tendía a aglutinar. 
42 
 
Se ha establecido una lectura de los resultados de la aglutinación de partículas de 
látex a un tiempo de máximo de cinco minutos en varios trabajos; ya que, después de ello, 
los sueros positivos mantienen una aglutinación constante pero los negativos daban una 
señal similar a los sueros positivos. En otras palabras, después de los cinco minutos no 
había discriminación de los sueros positivos y negativos, generando así falsos positivos 
(García, 2011). Esto no sucedió en la prueba de aglutinación desarrollada en este trabajo, 
puesto que para ambos antígenos los negativos no reaccionaron hasta el tiempo máximo de 
lectura de 15 minutos, pero sí manifestaban sequedad después de ese tiempo. La aparición 
de la aglutinación para los sueros positivos con el antígeno HTE se evidenciaba entre 8-15 
minutos y luego la reacción era inestable, pues la aglutinación disminuía después del 
tiempo máximo.  
 
La baja estabilidad de la unión Ag-Ac de la prueba con HTE podría deberse a los 
enlaces débiles involucrados (electrostáticos, fuerzas de Van der Walls y puentes de 
hidrógeno) y son afectados por cambios de temperatura, pH, entre otros; llegando a 
disociarse (García, 2011). Sin embargo, el antígeno TESA no tuvo problemas de este tipo 
en la reacción de aglutinación, pues en los positivos enfrentados con el antígeno, la 
aglutinación se mantenía constante de 3-15 minutos, obteniendo mejor desempeño en 
función de la estabilidad de la reacción, rapidez y claridad de la aglutinación durante la 
estandarización y en la evaluación con el panel de sueros de referencia para determinar la 
sensibilidad y especificidad. 
 
Algunas investigaciones demuestran que el antígeno HTE presenta problemas para la 
estandarización (Saez‐Alquezar et al., 2000), dificultad también encontrada en el presente 
estudio, no sólo con la inestabilidad de la aglutinación, sino también por la no 
discriminación de sueros positivos y negativos. Al tratar de ajustar la concentración de 
antígeno para aumentar la sensibilidad, la especificidad disminuye (Sosa-Jurado et al., 
2004); esto fue demostrado en este estudio; ya que, al aumentar la concentración del 
antígeno para elevar la sensibilidad, el control negativo presentaba una baja reacción de 
aglutinación, y es que el antígeno HTE por ser proveniente de formas epimastigotes de T. 
cruzi se ha demostrado ser muy sensible, pero tiene una baja especificidad (García et al., 
2014).  
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Por otro lado, el antígeno TESA ha reportado alta sensibilidad y especificidad en 
métodos de diagnóstico como Inmunoblot y ELISA; por ello, constituye una de las mejores 
herramientas para la detección de anticuerpos contra T. cruzi (Berrizbeitia, 2013).  Al 
estandarizar la técnica de aglutinación con partículas de látex y evaluar su eficiencia 
mediante el panel de sueros positivos y negativos a la enfermedad, los resultados 
mostraron que la prueba con el antígeno total de TESA tiene una mayor sensibilidad 
(100%) y especificidad (96%) en comparación con la prueba que utilizó el antígeno HTE 
que presentó una menor sensibilidad (76%) y especificidad (84%) (Cuadro 4.3), resultando 
que el antígeno TESA  también es de gran valor para la prueba de aglutinación de látex. 
 
La alta sensibilidad de la prueba utilizando TESA se debe a que las proteínas que se 
encuentran en este antígeno son de excreción y secreción de la forma tripomastigote e 
incluso de amastigotes y constan de diferentes pesos moleculares (Cabrera, 2004). En este 
estudio se pudo evidenciar mediante una separación de las proteínas del antígeno TESA en 
bandas proteicas que van desde 70 a 300 kDa aproximadamente, con bandas antigénicas de 
150-160 kDa que son reconocidas en la fase crónica y también componentes antigénicos de 
la fase aguda (SAPA) con bandas desde 130 a 200 kDa (Figura 4.1), dentro de este 
antígeno TESA se encuentran las enzimas transialidasas que aumentan la sensibilidad en 
una prueba (Umezawa et al., 1996; Cabrera, 2004).  
 
El HTE, resultado de la lisis total del epimastigote, ha registrado en varias 
investigaciones una alta sensibilidad (Guhl et al. 2002); sin embargo, en este trabajo no 
pudo ser demostrada. El antígeno HTE mostró gran cantidad de proteínas y por ende más 
bandas proteicas, inferiores a 25 kDa hasta bandas superiores a 260 kDa (Figura 4.2); sin 
embargo, no se obtuvo una alta sensibilidad mostrándose un 76%. Otros autores han 
reportado también la baja sensibilidad de la prueba de aglutinación con partículas de látex; 
pero este antígeno estaba constituido por bandas entre 20 a 90 kDa (García et al., 2014).  
 
La baja sensibilidad observada del antígeno HTE en relación al TESA se debería a 
que existen epítopos de proteínas (región de un antígeno reconocida por un anticuerpo) que 
se encuentran presentes en TESA y que están ausentes en el extracto de epimastigotes 
(Cabrera, 2004). Además; podría ser que, no todas las proteínas presentes en HTE son del 
tipo antigénicas; es decir, los anticuerpos específicos anti-T. cruzi que se encuentran 
presentes en el suero no reconocen el sitio de unión en estas proteínas. 
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Las técnicas que utilizan complejos citoplasmáticos del parásito o el parásito 
completo, en algunos casos aumenta la sensibilidad, pero disminuye la especificidad 
(Escalante et al., 2014; García et al., 2014); esto se corrobora con en este estudio, pues se 
obtuvo una baja especificidad empleando como antígeno el lisado de los parásitos de 
epimastigotes (HTE) pero también se obtuvo sensibilidad baja. La baja especificidad de 
HTE (84%) se debería a reacciones cruzadas con proteínas que son sintetizadas por T. 
cruzi y que también se encuentran en otros parásitos o agentes infecciosos e incluso en 
enfermedades autoinmunes (Flores-Chávez et al., 2010; Molina et al., 2016).  
 
A las muestras positivas a otras enfermedades, que no fue considerado dentro del 
panel de sueros de referencia, también se les realizó las pruebas de aglutinación de látex 
con los antígenos HTE y TESA. La prueba con antígeno TESA mostró mejores resultados 
ante dichos sueros, pues sólo se obtuvo un falso positivo ante un suero con la enfermedad 
de leishmaniosis mientras que al utilizar como antígeno el HTE este resultado es más alto, 
con cuatro sueros falsos positivos (leishmaniosis, malaria, hidatidosis) (Figura 4.6 y Figura 
4.7).  Estas reacciones cruzadas se deben a que muchas proteínas antigénicas similares 
comparten los mismos epítopos que otros parásitos de la misma familia como Leishmania 
spp y Trypanosoma rangeli (García, 2011; Alviarez et al., 2014; Escalante et al., 2014; 
Teixeira-Carvalho et al., 2015; Molina et al., 2016). Además, se han observado en otros 
ensayos reacciones cruzadas con Plasmodium spp (Alviarez et al., 2014). 
 
El antígeno TESA cuando es utilizado en la técnica de Inmunoblot pasa por un 
proceso de desnaturalización seguido de una separación por electroforesis (Ramos et al., 
2006); en consecuencia, esta prueba busca anticuerpos dirigidos contra epítopos lineales 
del antígeno, y en la prueba dichos anticuerpos reaccionan con ciertas fracciones 
antigénicas del parásito de las cuales sólo se consideran las bandas de peso molecular entre 
150 a 160 kDa y entre 130 a 200 kDa (Moure et al., 2016). Esto no sucede con la prueba de 
aglutinación, puesto que los anticuerpos se unen a todas las proteínas del antígeno que 
puedan reconocer y el resultado se evidencia en una sola reacción de aglutinación; por lo 
tanto, no se puede observar directamente con qué proteínas del antígeno está reaccionando, 
esto explicaría el falso positivo resultante de la prueba con antígeno TESA.  
 
Se ha demostrado la existencia de proteínas secretadas por formas tripomastigotes de 
T. cruzi, pertenecientes al antígeno TESA, que son similares a la secuencia de proteínas 
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que se encuentran en Leishmania spp (Bautista-López, 2017); un ejemplo de ello es que la 
banda proteica de 60 kDa presente en TESA produce reacción cruzada con sueros de 
leishmaniosis (Berrizbeitia et al., 2006). Incluso, otros investigadores mencionan que 
existe alto grado de reacciones cruzadas con leishmaniasis visceral y cutánea en bandas 
proteicas menores o iguales a 150 kDa (Nakasawa et al., 2001).  
 
La mayoría de pruebas de diagnóstico se basan en kits comerciales que emplean 
antígenos recombinantes o antígenos de cepas no autóctonas (Farfán et al., 2013). Hay 
estudios que han reportado la buena capacidad de los antígenos recombinantes; sin 
embargo, siempre se ha observado la falta de detección de anticuerpos contra T. cruzi en 
algunos pacientes y que está relacionado probablemente con el tipo de cepa que se usa 
(Umezawa et al., 2004). El antígeno TESA es usado en Inmunoblot como prueba de 
confirmación; incluso, se han aplicado técnicas de purificación para aumentar la 
especificidad de esta prueba, pero resultó en la reducción de la sensibilidad (Berrizbeitia, 
2013; Matzumoto et al., 2002). Asimismo, TESA purificado ha sido usado en el formato 
ELISA; sin embargo, la sensibilidad no fue la esperada (Camussone et al., 2009). Con los 
resultados obtenidos, el antígeno TESA, sin pasar por un proceso de purificación, es 
valioso en la prueba de aglutinación de látex que podría ser usada en campo y zonas 
rurales, pues muestra una óptima concordancia (0.96) con las pruebas serológicas de rutina 
utilizadas para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, mientras que utilizando el 
antígeno HTE se obtuvo un nivel de acuerdo regular (0.6) (Cuadro 4.3). Ambos tipos de 
antígeno fueron obtenidos de la cepa nativa 285, conservada en el Instituto Nacional de 
Salud de Perú. 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. Se logró desarrollar y estandarizar la prueba de aglutinación con partículas de látex 
de 0.22 µm empleando antígeno homogeneizado total de formas epimastigotes de 
cepa nativa de Trypanosoma cruzi (HTE). 
 
2. Se desarrolló y estandarizó la prueba de aglutinación con partículas de látex de 0.22 
µm empleando antígeno excretado-secretado de formas tripomastigotes de cepa 
nativa de Trypanosoma cruzi (TESA). 
 
3. La prueba de aglutinación empleando antígeno TESA presentó una sensibilidad del 
100% y especificidad de 96%; mientas que, utilizando antígeno HTE se encontró 
76% de sensibilidad y 84% de especificidad. Con ello, se evidencia que la prueba 
con antígeno TESA presentó mayor sensibilidad y especificidad que cuando se 
trabajó con el antígeno HTE. 
 
4. El nivel de acuerdo entre la prueba en estudio y las pruebas de diagnóstico de 
referencia (ELISA, IFI e IB) mediante el Índice Kappa, muestran que empleando 
antígeno TESA se tiene una concordancia óptima con un valor de 0.96, mientras 
que con el antígeno HTE el índice fue 0.6 con regular nivel de concordancia. En 
otras palabras, la prueba de aglutinación con TESA obtuvo alta concordancia con 
las pruebas de referencia en contraste con la del antígeno HTE. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
1. Evaluar la prueba de aglutinación de látex empleando el reactivo PL-TESA con un 
panel de sueros más grande para confirmar su sensibilidad y especificidad 
diagnóstica obtenida en el presente estudio. 
 
2. Incluir dentro del panel de pruebas mayor cantidad de sueros positivos a otras 
enfermedades primordialmente sueros con diagnóstico positivo a leishmaniosis ya 
que en el país existen áreas epidemiológicas que se superponen con la enfermedad 
de Chagas. 
 
3. Continuar el estudio evaluando la estabilidad y el tiempo de expiración del reactivo 
de aglutinación. 
 
4. Valorar la prueba en el campo en distintas zonas del país con el fin de evaluar la 
reproducibilidad, además de tener en cuenta todos los parámetros que se requieren 
para la validación de la prueba. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
48 
 
8. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
Abras, A., Gállego, M., Llovet, T., Tebar, S., Herrero, M., Berenguer, P., Ballart, C., Martí, 
C y Muñoz, C. (2016). Serological Diagnosis of Chronic Chagas Disease: Is It Time for a 
Change?. Journal of Clinical Microbiology, 54(6), 1566-1572. 
 
Alviarez Y., Lares, M., Viettin, M., Aguilar, C., Herrera, L y Ferrer, E. (2014). 
Estandarización de la técnica de aglutinación directa para el inmunodiagnóstico de la 
enfermedad de Chagas. Biomédica, 34, 308-317. 
 
Andreotti, G., Ludwing, A., Harwood J., Tuite, S., Morse, L., Peruski. (2003). 
BioTechniques, 35, 850.  
 
Bautista-López, N., Ndao, M., Vasquez, F., Nara, T., Annoura, T., Hardie., D., Borchers, C 
y Jardim, A. (2017). Characterization and Diagnostic Application of Trypanosoma 
cruzi Trypomastigote Excreted-Secreted Antigens Shed in Extracellular Vesicles Released 
from Infected Mammalian Cells. Journal of Clinical Microbiology, 55(3), 744-758. 
 
Berrizbeitia, M. (2013). Antígenos de excreción/secreción de tripomastigotes de 
Trypanosoma cruzi (TESA) como herramientas útiles para el diagnóstico de la enfermedad 
de Chagas. Saber, 25(4), 346-357.   
 
Berrizbeitia, M., Ndao, M., Bubis, J., Gottschalk, M., Aché, A., Lacouture, S., Medina, M 
y Ward, B. (2006). Purified Excreted-Secreted Antigens from Trypanosoma cruzi 
Trypomastigotes as Tools for Diagnosis of Chagas’ Disease. Journal of Clinical 
Microbiology, 44(2), 291-296. 
 
Biswas, R y Chandra, S. (2011). A rapid slide agglutination test for the diagnosis of 
neurocysticercosis in the rural health set up. Tropical Parasitology, 1(2), 94-98. 
 
Bradford, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantification of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Analytical Biochemistry, 
72, 248-54. 
49 
 
Brasil, P., De Castro, L., Hasslocher-Moreno, A., Sangenis, L y Braga, J. (2010). ELISA 
versus PCR for diagnosis of chronic Chagas disease: systematic review and meta- analysis. 
Bmc Infections Diseases, 10,337. 
 
Cabrera, A. L. (2004). Uso de antígenos de excreción-secreción de tripomastigotes (TESA) 
de Trypanosoma cruzi en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. Tesis de 
Licenciatura publicada de la escuela de Química y Biología. Universidad de San Carlos de 
Guatemala. Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia. Ciudad Universitaria, Guatemala. 
 
Camussone, C., González, V., Belluzo, M., Pujato, N., Ribone, M., Lagier, C y Marcipar, I. 
(2009). Comparison of Recombinant Trypanosoma cruzi Peptide Mixtures versus 
Multiepitope Chimeric Proteins as Sensitizing Antigens for Immunodiagnosis. Clinical and 
Vaccine Immunology, 16(6), 899-905. 
 
Cancino, M. (2016). Transmisión por transfusión de la enfermedad de Chagas. Estudio de 
la carga parasitaria y viabilidad de Trypanosoma cruzi en los componentes sanguíneos y 
valoración de métodos de reducción de patógenos mediante herramientas moleculares. 
Tesis de doctorado en Biotecnología. Universitat de Barcelona. Facultad de Farmacia. 
Barcelona. 
 
Carrillo, J., Candia, M., Lugo, R., Espinoza, E. y Noriega, J. (2013). Evaluación de 
Procedimientos de Tinción para el Análisis de Proteínas por Electroforesis (SDS-PAGE). 
INVURNUS, 8(1),19-26. 
 
De Pablos, L. (2010). Análisis global de la familia multigénica MASP (MucinAssociated 
Surface Proteins) de Trypanosoma cruzi. Tesis de doctorado en Biología. Universidad de 
Granada. Granada, España. 
 
 
Enders, B., Hungerer, K. y Zwidlaer, O. (1975). Survey on experiences with látex-Chagas-
test in various countries. Tropenmed Parasitol, 26(2), 252-60. 
 
Escalante, H., Jara, C., Davelois, K., Iglesias, M., Benites, A. y Espinoza, R. (2014). 
Estandarización de la técnica de western blot para el diagnóstico específico de la 
50 
 
enfermedad de Chagas utilizando antígenos de excreción-secreción de los epimastigotes de 
Trypanosoma cruzi. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Pública, 31(4), 
644-51. 
 
Ferraresco, M., Torre, A., Martínez, M y Barcan, L. (2018). Chagas disease reactivation: 
cutaneous manifestations in a transplanted patient. Anais Brasileiros de Dermatología, 
93(6). 
 
Flores-Chávez, M., De Fuentes, I., Gárate, T., Cañavate, C. (2007). Diagnóstico de 
laboratorio de la enfermedad de Chagas importada. Clinical Microbiology and Infectious 
Diseases, 25(3):29-37.     
 
Foti, L., Fonseca, B., Nascimento, L., Marques, C., Silva, E., Duarte, C., et al. (2009). 
Viability study of a multiplex diagnostic platform for Chagas disease. Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz.;104(1), 136-141. 
 
Garcia, V., Gonzalez, V., Marcipar, I. y Gugliotta L. (2014). Immunoagglutination test to 
diagnose Chagas disease: comparison of different latex-antigen complexes. Tropical 
Medicine & International Health, 19(11), 1346-1354. 
 
García, V. (2011). Obtención de un reactivo de inmunoaglutinación para el diagnóstico de 
la infección por Trypanosoma cruzi. Tesis de doctorado en Ingeniería Química. 
Universidad Nacional del Litoral. Santa Fe, Argentina. 
 
Guhl, F., Jaramillo, C., Carranza, J. y Vallejo, G. (2002). Molecular characterization and 
diagnosis of Trypanosoma cruzi and T. rangeli. Archives of Medical Research, 33, 362-
370. 
 
Houghton, R., Stevens, Y., Hjerrild, K., Guderian, J., Okamoto, M., Kabir, M., Reed, S., 
Leiby, D., Morrow, W., Lorca, M y Raychaudhuri, S. (2009). Lateral Flow Immunoassay 
for Diagnosis of Trypanosoma cruzi Infection with High Correlation to the 
Radioimmunoprecipitation Assay. Clinical and Vaccine Immunology, 16(4), 515-520. 
 
 
51 
 
Martínez, I., Cervantes-Ladín, A y Espinoza, B. (2013). Diagnóstico molecular de la 
enfermedad de Chagas. Instituto de Investigaciones Biomédicas. Universidad Nacional 
Autónoma de México. Gaceta Médica de México. Rev. 149:363-5. 
 
Matsumoto, T., Cotrim, P., Da Silveira, J., Stolf, A y Umezawa, E. (2002). Trypanosoma 
cruzi: isolation of an immunodominant peptide of TESA (Trypomastigote Excreted-
Secreted Antigens) by gene cloning. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 
42(3),187-192. 
 
Matta, V., Paredes, M., De León, M., Paz, A y Gálvez A. (1999). Producción de un 
reactivo de látex para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. Universidad de San 
Carlos de Guatemala, 54 pp. 
 
Meyer, E. (2003). Validación de una Prueba de Aglutinación de Látex con antígenos de 
cepas Nicaragüenses de Trypanosoma cruzi. Tesis de maestría en Bioquímica Clínica. 
Universidad Nacional Autónoma de Nicaragua. Facultad de Ciencias Médicas. León, 
Nicaragua. 
 
Ministerio de Salud. (2019). Centro Nacional de Epidemiología, prevención y control de 
enfermedades. Número de casos de la Enfermedad de Chagas, Perú 2000-2019*. 
Disponible en: http://www.dge.gob.pe/portal/docs/vigilancia/sala/2019/SE01/chagas.pdf 
 
Ministerio de Salud. (2006). Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana. Oficina 
General de Epidemiología. Perú, MINSA. Recuperado el 10 de mayo de 2018, de 
http://www.dge.gob.pe/buho/buho_chagas.pdf 
 
Ministerio de Salud. (2001). Enfermedad de Chagas. Perú, MINSA. Recuperado el 10 de 
mayo de 2018, de http://www.bvs.ins.gob.pe/insprint/salud_publica/mod_tec/12.pdf 
 
Ministerio de Salud. (2010). Guía clínica “Guías de Diagnóstico, tratamiento y prevención 
de la Enfermedad de Chagas”. Santiago, MINSAL.  
 
Miranda, E., Sánchez, E., Náquira, C., Somocursio, J., Ayala, E y Miranda, G. (2009). 
Evaluación de una prueba de aglutinación de látex para el diagnóstico serológico de la 
52 
 
equinococosis quística. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Pública, 26(2), 
198-202.  
 
Molina, I., Salvador, F y Sánchez-Montalvá, A. (2016). Actualización en enfermedad de 
Chagas. Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 34(2), 132-138. 
 
Monteagudo, A., Salazar, C., Santana, T y Agüero, M. (2013). American trypanosomiasis 
in Latin American students. Revista Archivo Médico de Camagüey, 17(4). 
 
Morel, C. (1984). Genes and Antigens of parasites. A laboratory Manual. Fundación 
Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro, Brasil. 
 
Moure, Z., Angheben, A., Molina, I., Gobbi, F., Espasa, M., Anselmi, M., Salvador, F., 
Tais, S., Sánchez-Montalvá, A., Pumarola, T., Albajar-Viñas, P y Sulleiro, E. (2016). 
Serodiscordance in chronic Chagas disease diagnosis: a real problem in non-endemic 
countries. Clinical Microbiology and Infection, 22(9). 
 
Nakazawa, M., Rosa, D., Pereira, V., Moura, M., Furtado, V., Souza, W., Barros, M., 
Abath, F y Gomes, Y. (2001). Excretory-Secretory Antigens of Trypanosoma cruzi Are 
Potentially Useful for Serodiagnosis of Chronic Chagas' Disease. Clinical and Vaccine 
Immunology, 8, 1024-1027. 
 
Náquira, C. y Rufino, C. (2009). Breve reseña histórica de la enfermedad de chagas, a cien 
años de su descubrimiento y situación actual en el Perú. Revista Peruana de Medicina 
Experimental y Salud Publica, 26(4), 494-504. 
 
Oliveira, L., Lee, T., Ferreira, A., Bierrenbach, A., Souza-Basqueira, M., Oliveira, C., 
Silva, C., Valente, C., Oikawa, M., Ribeiro, A., Bush, M y Sabino, E. (2019). Lack of 
evidence of seronegative infection in an endemic area of Chagas disease. Revista do 
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo V. 61. 
 
Oliveira, L., Araújo, J., Costa, D., Costa dos Santos, M., Santos, A y Leite, F. (2018). 
Virtual Screening for the Selection of New Candidates to Trypanosoma cruzi Farnesyl 
Pyrophosphate Synthase Inhibitors. Journal of the Brazilian Chemical Society, 29(12). 
53 
 
Organización Mundial de Salud: OMS (2018). Enfermedad de Chagas (tripanosomiasis 
americana). Consultado el 05 de enero de 2019. Disponible en: 
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-
trypanosomiasis). 
 
Organización Panamericana de la Salud: OPS (2018). Guía para el diagnóstico y el 
tratamiento de la enfermedad de Chagas. Washington, D.C. 
 
Ramos, A., Ramírez, M., González, J., Rosales, J y López, A. (2006). Prevalencia de 
anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en donadores de sangre del IMSS, Orizaba, 
Veracruz, México. Salud Publica Mex, 48, 13-21. 
 
Riera, C. (2013). Diagnóstico de Laboratorio de la enfermedad de Chagas. Laboratorio de 
Parasitología. Facultad de Farmacia. Universitat de Barcelona. Recuperado el 29 de febrero 
de 2019, de http://www.seqc.es/download/tema/7/3322/346271904/1217704/cms/tema-7-
diagnostico-de-laboratorio-de-la-enfermedad-de-chagas.pdf/ 
 
Riera, C., Verges, M., Iniesta, L., Gállego, M., Tebar, S., Portús, M. (2012). Identification 
of a Western blot pattern for the specific diagnosis of Trypanosoma cruzi infection in 
human sera. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 86(3), 412-416.  
 
Roca, C., Soriano-Arandes, A., Solsona, L., Gascón, J. (2015). Documento de consenso 
sobre el abordaje de la enfermedad de Chagas en atención primaria de salud de áreas no 
endémicas. Atención Primaria, 47(5), 308-317.  
 
Rocha, S., Suzuki, L., Silva, A., Arruda, G., Rossi, C. (2002). A rapid latex agglutination 
test for the detection of anti-cysticercus antibodies in cerebrospinal fluid (CSF). The 
Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo, 44(1), 57-8. 
 
 
Saez-Alquézar, A., Sabino, E., Salles, N., Chamone, D., Hulstaert, F., Pottel, H., Stoops E 
y Zrein, M. (2000). Serological confirmation of Chagas disease by a recombinant and 
peptide antigen line immunoassay INNOLIA Chagas. Journal of Clinical Microbiology, 
38, 851-4. 
54 
 
Sánchez, E., Vélez, M., Restrepo, M., Marín, J y Gallego, D. (2016). American 
trypanosomiasis, a new look at its treatment. Anales de la Facultad de Medicina, 77(1), 
11551. 
 
Sánchez, E., Náquira, C., Vega, E., Miranda, E., Quispe, W y Ayala, E. (2010). Manual de 
procedimientos para el diagnóstico serológico de las zoonosis parasitarias. Instituto 
Nacional de Salud. Ministerio Nacional de Salud. 2° Edición. Lima, Perú.  
 
Schattschneider, W., Lopes, E., De Alencar, J., Bienzle, U y Feldmeier, H. (1992). A 
comparative study of four serological methods for diagnosis of acute and chronic Chagas' 
disease in Brazilian patients. Tropical and Geographical Medicine, 44(3), 210-8. 
 
Silveira-Lacerda, E., Silva, A., Junior, A., Souza, M., Kesper, N., Botelho-Filho, A y 
Umezawa, E. (2004). Chagas' disease: Application of TESA-blot in inconclusive sera from 
a Brazilian blood bank. Vox Sanguinis, 87(3), 204-207. 
 
Tanowitz, H., Kirchhoff L., Simon, D., Morris, S., Weiss L y Wittner M. (1992). Chagas 
disease. Clinical Microbiology Reviews. 5(4):400-419. 
 
Teixeira-Carvalho, A., Freire, F., Geiger, S., Rodríguez, R., Fortes de Araújo, F., Vitelli-
Avelar, D., Chaves, M., Silva, M., Moreira, E., Carneiro, A., Cerdeira, E., Gaiotti, R., 
Camargos, C., Campi-Azevedo, A., Elói-Santos, S. y Martins-Filho, O (2015). FC-
TRIPLEX Chagas / Leish IgG1: un método de citometría de flujo multiplexado para 
diagnóstico serológico diferencial de la enfermedad de chagas y leishmaniasis. Plos one, 
10 (4).  
 
Thermo Fisher Scientific. (2016). Particle Technology Technical Notes and Reference 
Guide. Thermo Fisher Scientific. Recuperado de https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/CDD/Catalogs/CAT-10021654-PT-TECH-GUIDE-EN.pdf 
 
Umezawa, E., Luquetti, A., Levitus, G., Ponce, C., Henriquez, D., Revollo, S., Espinoza, 
B., Sousa, O., Khan. B y Da Silveira, J. (2004). Serodiagnosis of Chronic and Acute 
Chagas' Disease with Trypanosoma cruzi Recombinant Proteins: Results of a Collaborative 
Study in Six Latin American Countries. Journal of Clinical Microbiology, 42(1), 449-452. 
55 
 
Umezawa, E., Nascimiento, M., Kesper, N., Coura, J., Borges-Pereira, J., Junqueira, A y 
Camargo, M. (1996). Immunoblot Assay Using Excreted-Secreted Antigens of 
Trypanosoma cruzi in Serodiagnosis of Congenital, Acute, and Chronic Chagas’ Disease. 
Journal of Clinical Microbiology, 34(9), 2143-2147. 
 
Vacca, M y Mercado, M. (2005). Determinación de las características operativas de las 
pruebas serológicas con cepas colombianas de Trypanosoma cruzi utilizadas para el 
diagnóstico de enfermedad de Chagas. Tesis de maestría en epidemiología clínica. 
Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Medicina. Bogotá, Colombia. 
 
Vega. S. y Náquira, C. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio para el 
diagnóstico de la tripanosomiosis americana (enfermedad de Chagas). Instituto Nacional 
de Salud. Ministerio de Salud. 2° edición. Lima, Perú.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
56 
 
9. ANEXOS 
 
ANEXO 1 
 
Prueba de aglutinación de látex 
 
 
Modificado de: Obtención de un reactivo de inmunoaglutinación para el diagnóstico de la 
infección por Trypanosoma cruzi. (García, 2011). 
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ANEXO 2 
 
Número de casos de la enfermedad de Chagas en el Perú según departamentos entre los 
años 2014-2018. 
Fuente: Centro Nacional de Epidemiología, Prevención y control de enfermedades. 
(MINSA, 2019). 
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ANEXO 3 
 
Composición del medio de cultivo LIT para ampliación de formas epimastigotes de T. 
cruzi. 
 
 
INSUMO CANTIDAD 
Cloruro de Sodio (NaCl) 4.0 g 
Cloruro de Potasio (KCl) 0.4 g 
Fosfato di-sódico (Na2.HPO4) 8.0 g 
Glucosa 2.0 g 
Triptosa 5.0 g 
Liver Infusion Broth 5.0 g 
Hemina (*) o HT 25 mg 
Gentamicina 10 mg/ml 50 µg/µl 
Suero fetal bovino descomplementado (**) 100 ml 
Agua destilada 1000 ml 
 
(*) La Hemina será disuelta en trietanol-amina o hidróxido de sodio, a una concentración 
de 50 mg/mL. Hl: (Hemoglobin lysate) Hemoglobina lisada, puede ser utilizada en 
reemplazo de Hemina. Sangre desfribinada de cobayo es lavada dos veces o más con 
solución fisiológica (SF), y añadir 9 partes de agua por volumen de células. HL puede ser 
conservada a -20°C hasta su uso. Añadir 20 ml en 1000 ml de medio LIT. 
(**) Descomplementar el SFB a 68°C por 1 hora. 
 
 Disolver todos los componentes en agua destilada, ajustar el pH a 7.2. 
 Filtrar el medio (filtro de 0.22 µm). 
 Alicuotar 2 ml en un tubo, sellarlo y colocarlo a 37°C, por 24 horas, para realizar la 
evaluación microbiológica. 
 El medio LIT puede ser conservado por varios meses a -20°C. 
 
 
 
Fuente: Genes and Antigens of parasites (Morel, 1984) 
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ANEXO 4 
 
Composición del Buffer Fosfato Salino pH 7.4, 0.001M 
 
Reactivo Cantidad 
Cloruro de sodio (NaCl) 16.2 g 
Fosfato de sodio dibasico, dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O) 5.2 g 
Bifosfato de sodio 0.6 g 
Agua destilada 1,8 L 
Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 1M, enrazar a 2 000 ml 
 
 
 
 
 
ANEXO 5 
 
Electroforesis en geles de poliacrilamida 
 
Fuente: Obtención de un reactivo de inmunoaglutinación para el diagnóstico de la 
infección por Trypanosoma cruzi (García, 2011). 
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ANEXO 6 
 
Composición de la solución de tratamiento de proteínas para corrida de electroforesis. 
 
Componente Cantidad 
Tris/HCl 0.5 M pH:8 950 µl 
2 Mercapto-Etanol 50 µl 
Dodecilsulfato sódico (SDS) 20 mg 
 
 
 
Fuente: Manual de procedimientos para el diagnóstico serológico de las zoonosis 
parasitarias. Instituto Nacional de Salud (Sánchez et al., 2010).  
 
 
 
 
ANEXO 7 
 
Composición de la solución marcadora de corrida para electroforesis 
 
Reactivo Cantidad 
Azul de Bromofenol  50 mg 
Glicerol 8 ml 
Tris/HCl 0.5 M pH:8 1 ml 
Agua destilada 1 ml 
 
 
Fuente: Manual de procedimientos para el diagnóstico serológico de las zoonosis 
parasitarias. Instituto Nacional de Salud (Sánchez et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
61 
 
ANEXO 8 
 
Composición de soluciones para corrida de electroforesis 
 
Composición de geles de poliacrilamida 
 Concentración del Gel 
Reactivo 4% 7% 12% 
Agua destilada  6.1 ml 5.1 ml 3.3 ml 
Acrilamida/Bisacrilamida al 30% 1.3 ml 2.3 ml 3.3 ml 
Buffer de separación o empaque 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 
SDS 10% 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 
 
 
Buffer de separación: 1,5 M Tris/HCl pH:8.8 
Buffer de empaquetamiento: 0,5 M Tris/HCl pH:6.8 
 
 
 
Composición de Buffer de corrida para electroforesis 
Reactivo Cantidad 
Tris 0,025 M 3 g 
Glicina 0,192 M 14.4 g 
SDS 10% 0.1 ml 
Agua destilada 1 000 ml 
 
 
Fuente: Manual de procedimientos para el diagnóstico serológico de las zoonosis 
parasitarias. Instituto Nacional de Salud (Sánchez et al., 2010).   
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ANEXO 9 
 
Composición de las soluciones para la Tinción de Plata de geles de poliacrilamida. 
 
 
SOLUCIÓN DE FIJACIÓN 
Reactivo Volumen 
Etanol 30 ml 
Ácido acético 10 ml 
Agua milli Q 60 ml 
 
 
 
SOLUCIÓN DE COLORACIÓN 
Reactivo Cantidad 
Nitrato de Plata (AgNO3) 0.2038 g 
Agua milli Q 100 ml 
 
  
 
SOLUCIÓN DE REVELADO 
Reactivo Cantidad 
Carbonato de Sodio (Na2CO3) 3 g 
Agua milli Q 100 ml 
Formaldehído al 37% 250 ml 
Tiosulfato de Sodio pentahidratado 125 µl 
 
  
 
SOLUCIÓN DE PARADA 
Reactivo Cantidad 
Tris base 4 g 
Ácido acético 2 ml 
Agua milli Q 100 ml 
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ANEXO 10 
 
Fórmulas de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo 
negativo y coeficiente Kappa, empleadas para el análisis estadístico. 
 
                                                         Panel de sueros  
 
 
+ - 
 
+ 
 
A 
 
b 
 
- 
 
C 
 
d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Coeficiente Kappa:  
                                     K = 
     
    
       
 
Donde:  Po = Proporción de concordancias observadas 
   Pe = Proporción de concordancias esperadas 
  
           Po = (a+d)/(a+b+c+d) 
 
Fuente: Uso de antígenos de excreción-secreción de tripomastigotes (TESA) de 
Trypanosoma cruzi en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas (Cabrera, 2004).   
Sensibilidad diagnóstica:    
 
             S =   
𝑎
𝑎+𝑐
 
 
Especificidad diagnóstica:  
 
             E =  
𝑑
𝑑+𝑏 
 
 
Prueba de 
aglutinación 
Valor Predictivo Positivo: 
 
VPP =  
a
a+b
 
 
Valor Predictivo Negativo: 
 
VPN: 
d
c+d
 
 
Pe = 
[(a+b)(a+c)] + [(c+d)+(b+d)] 
(a+b+c+d)2
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ANEXO 11 
 
Escala de concordancia Kappa 
 
Kappa Concordancia 
< 0.00 Malo 
0.00-0.20 Pobre 
0.21-0.40 Sufrible 
0.41-0.60 Regular 
0.61-0.80 Buena 
0.81-0.99 Óptima 
1.00 Perfecta 
 
Fuente: Uso de antígenos de excreción-secreción de tripomastigotes (TESA) de 
Trypanosoma cruzi en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas (Cabrera, 2004). 
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ANEXO 12 
Constancia del Comité Institucional de Ética en Investigación del Instituto Nacional de 
Salud.
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ANEXO 13 
 
Curva estándar resultante para la cuantificación de proteínas de antígeno 
 
 
 
Eje x: Concentración (µg/µl) 
Eje y: Lectura de Absorbancia (nm) 
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ANEXO 14 
Curva de aglutinación durante la interacción de Ag-Ac. 
 
 
Fuente: Obtención de un reactivo de inmunoaglutinación para el diagnóstico de la 
infección por Trypanosoma cruzi (García, 2011) 
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ANEXO 15 
 
Bandas antigénicas reaccionando con sueros positivos y negativos en tiras de nitrocelulosa 
en el método de Inmunoblot. 
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ANEXO 16 
 
Reacción de aglutinación. B: Blanco de reactivos, C+: Reacción positiva y C-: Reacción 
negativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 17 
 
Cantidad de sueros del panel que aglutinaron, no aglutinaron y concordantes con las 
pruebas de referencia en la evaluación de la prueba de látex con los antígenos HTE y 
TESA. 
 
Tipo 
Antígeno 
Suero 
Aglutinación 
 
Concordantes 
TOTAL 
SÍ NO SÍ NO 
HTE 
Positivos 38 12 
80 20 100 
Negativos 8 42 
TESA 
Positivos 50 0 
98 2 100 
Negativos 2 48 
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ANEXO 18 
 
Cantidad de sueros que aglutinaron y no aglutinaron en la evaluación de la prueba de 
aglutinación con los antígenos HTE y TESA contra sueros positivos a otras enfermedades. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
4 
9 
Aglutinaron No aglutinaron
1 
12 
Aglutinaron No aglutinaron
 TIPO DE ANTÍGENO 
Otras 
enfermedades 
HTE TESA 
Aglutinaron 
(+) 
No aglutinaron 
(-) 
Aglutinaron 
(+) 
No aglutinaron 
(-) 
Leishmaniosis 2 2 1 3 
Malaria 1 2 0 3 
Toxoplasmosis 0 3 0 3 
Hidatidosis 1 2 0 3 
Sub total 4 9 1 12 
Total 13 13 
HTE TESA 
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ANEXO 19 
 
Aglutinación de las partículas de látex del panel de sueros en placas de 
aglutinación.  
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ANEXO 20 
 
Características morfológicas de los estadios de Trypanosoma cruzi 
 
 
 
Fuente: Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnóstico de la tripanosomiosis 
americana (enfermedad de chagas) (Vega y Náquira, 2005). 
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ANEXO 21 
 
Materiales usados en la prueba de aglutinación de látex 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Suspensión de partículas de látex Sonicador digital  
Placas de aglutinación de 20 pocillos  
Material para la preparación del reactivo de aglutinación 
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ANEXO 22 
 
Material y equipo para la cuantificación de proteínas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Material y equipo para la electroforesis y tinción de plata 
 
  
Espectrofotómetro Placa para la cuantificación 
Electroforesis Tinción de plata 
